外周T/NK细胞淋巴瘤(peripheral T/natural killer-cell lymphomas, PT/NKCL)是一种具有显著异质性的侵袭性非霍奇金淋巴瘤，其化疗敏感性差，预后不良，探讨其发病机制并寻找相应的药物靶点对提高患者的缓解率和生存率非常重要。PD-1(programmed death-1)是免疫球蛋白超家族的Ⅰ型跨膜糖蛋白，参与机体T细胞的免疫调节。既往研究显示在肿瘤或慢性感染患者中，PD-1可与其配体PD-L1相结合，引起T细胞受体下游通路关键分子表达降低，介导T细胞的失活[@b1]。PD-1可募集T细胞受体下游分子磷酸酶SHP1和SHP2，而SHP1可抑制zeta链辅助蛋白激酶(zeta chainassociated protein kinase，ZAP70)／活化T细胞核因子(nuclear factor of activated T cell, NFAT)通路，从而使T细胞失活[@b2]。PD-1也可以直接抑制磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, PI3K)及其下游的Akt活性，从而抑制T淋巴细胞增殖[@b3]。研究证实T细胞淋巴瘤细胞表面PD-L1表达升高[@b4]--[@b5]，而PD-1在PT/NKCL患者中的表达尚不清楚，在本研究中我们将初步探讨PD-1在PT/NKCL患者中的表达及其与患者预后的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：将2014年7月至2015年6月在我院经病理确诊且未经治疗的27例PT/NKCL患者纳入研究。27例患者中男16例，女11例，中位年龄35(15\~79)岁，≤60岁24例(88.89%)。其中结外NK/T细胞淋巴瘤-鼻型11例，间变大细胞淋巴瘤、外周T细胞淋巴瘤非特指型(PTCL-NOS)各4例，血管免疫母细胞淋巴瘤、皮下脂膜炎样T细胞淋巴瘤各3例，T淋巴母细胞淋巴瘤2例。临床分期Ⅰ\~Ⅱ期者8例(29.63%)，Ⅲ\~Ⅳ期者19例(70.37%)。EBV感染阳性者13例(48.15％)，阴性者14例(51.85%)。随机选取39名来我院体检中心查体的健康正常人为对照，中位年龄40(12\~61)岁，男18例，女21例。本研究经我院伦理委员会批准，患者及对照者均签署知情同意书。分别收集患者和对照者EDTA抗凝外周血8 ml进行研究。

2．流式细胞术检测外周血CD4^+^T细胞表面PD-1的表达：收集外周血单个核细胞1×10^6^。常规处理后实验管加入抗CD3-PerCP、抗CD4-PE-Cy™7、抗CD8-FITC、抗CD279(PD-1)-PE；对照管加入抗CD3-PerCP、抗CD4-PE-Cy™7、抗CD8-FITC抗体(抗体均为美国BD公司产品)。上流式细胞仪(FACS Canto Ⅱ，美国BD公司产品)进行检测，通过FACS Diva软件分析CD4^+^T细胞表面PD-1的表达\[以比例及平均荧光强度(MFI)表示\]。

PD-1比例和MFI阈值的确定依据于ROC曲线，其中ROC曲线上特异性高的点可作为阈值。

3．实时荧光定量PCR法检测患者ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达水平：引物序列见[表1](#t01){ref-type="table"}，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。提取单个核细胞的总RNA，并进行逆转录反应。反应条件为：95 °C 5 min变性；95 °C 10 s，60 °C 15 s, 72 °C 15 s，共45个循环扩增；95 °C 5 s, 65 °C 1 min解离；40 °C 10 s。以GAPDH为内参照，以2^−ΔΔCt^计算目的基因的相对表达水平。

###### 实时荧光定量PCR引物序列

  基因名称   上游引物(5′→3′)         下游引物(5′→3′)
  ---------- ----------------------- -------------------------
  ZAP70      CGAGCGTGTATGAGAGCCC     ATGAGGAGGTTATCGCGCTTC
  PI3K       CCACGACCATCATCAGGTGAA   CCTCACGGAGGCATTCTAAAGT
  NFAT       CACCGCATCACAGGGAAGAC    GCACAGTCAATGACGGCTC
  GAPDH      GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT   GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

注：ZAP70：zeta链辅助蛋白激酶；PI3K：磷脂酰肌醇3激酶；NFAT：活化T细胞核因子

4．随访：随访方式包括电话随访和门诊复查。所有患者随访截止至2015年10月13日。中位随访时间12(1\~15)个月，无事件生存(EFS)时间为从疾病诊断到发生任何事件的时间，包括死亡、疾病进展、发生致死性的不良反应等；总生存(OS)时间为从疾病诊断至因各种原因死亡的时间。

5．统计学处理：采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。定性资料采用例数和百分比表示。符合正态分布的计量资料采用均值±标准差表示，非正态分布采用中位数(范围)表示，采用非参数独立样本秩和检验Mann-Whitney *U*。采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、外周血CD4^+^T淋巴细胞表面PD-1表达水平

1．总体PD-1的表达：PT/NKCL患者组与对照组CD4^+^T细胞表面PD-1比例分别为24.3%(1.3%\~92.9%)、13.8%(1.4%\~43.2%)(*P*=0.008)，MFI分别为475(170\~3 467)、250(133\~571)(*P*\<0.001)，差异均有统计学意义。

2．不同类型PT/NKCL患者PD-1的表达：与对照组比较，结外NK/T细胞淋巴瘤和PTCL-NOS患者PD-1比例和MFI均显著增高；血管免疫母细胞淋巴瘤和T淋巴母细胞淋巴瘤患者PD-1 MFI显著增高；间变大细胞淋巴瘤患者PD-1比例明显增高。而皮下脂膜炎样T细胞淋巴瘤PD-1表达水平与对照组类似([表2](#t02){ref-type="table"})。

###### 不同类型外周T/NK细胞淋巴瘤患者CD4^+^T细胞表面PD-1表达\[*M*(范围)\]

  分组                       例数      PD-1比例(%)        PD-1平均荧光强度
  ------------------------- ------ -------------------- --------------------
  对照组                      39     13.8(1.4\~43.2)       250(133\~571)
  结外NK/T细胞淋巴瘤-鼻型     11     22.6(4.9\~92.9)      518(228\~3 467)
  血管免疫母细胞淋巴瘤        3      26.0(8.7\~27.1)       475(455\~555)
  间变大细胞淋巴瘤            4      28.2(12.4\~49.5)      325(204\~588)
  皮下脂膜炎样T细胞淋巴瘤     3       7.2(1.3\~9.8)        183(170\~234)
  外周T细胞淋巴瘤非特指型     4      35.1(29.6\~53.6)     842(278\~2 513)
  T淋巴母细胞淋巴瘤           2      15.7(7.8\~23.6)       573(375\~771)
  EBV感染分组                                           
   阳性组                     13    27.1(4.9\~92.9)^a^   518(250\~3 467)^a^
   阴性组                     14     20.5(1.3\~49.5)      327(170\~2 513)

注：与对照组比较，^a^*P*\<0.05

3．EBV感染对PT/NKCL患者PD-1表达的影响：与对照组比较，EBV阴性和EBV阳性PT/NKCL患者PD-1比例和MFI均增高，而EBV阳性者增高更明显(*P*值\<0.05)，EBV阳性和阴性组患者比较，差异均无统计学意义(*P*值均\>0.05)([表2](#t02){ref-type="table"})。

二、外周血单个核细胞ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达

1．ZAP70、PI3K、NFAT mRNA的表达：与对照组比较，PT/NKCL患者中ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达水平均降低，差异有统计学意义(*P*值均\<0.05)([表3](#t03){ref-type="table"})。

###### 外周T/NK细胞淋巴瘤患者外周血单个核细胞ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达

  分组                  例数   ZAP70\[*M*(范围)\]    PI3K(*x*±*s*)   NFAT(*x*±*s*)
  -------------------- ------ --------------------- --------------- ---------------
  对照组                 39     0.83(0.52\~1.95)       1.00±0.04       1.00±0.03
  外周T/NK细胞淋巴瘤     27    0.40(0.02\~2.50)^a^   0.37±0.04^a^    0.43±0.05^a^
   EBV阳性组             13    0.33(0.02\~2.50)^a^   0.25±0.04^a^    0.33±0.05^a^
   EBV阴性组             14    0.41(0.07\~1.36)^a^   0.49±0.04^a^    0.51±0.05^a^

注：ZAP70：zeta链辅助蛋白激酶；PI3K：磷脂酰肌醇3激酶；NFAT：活化T细胞核因子；与对照组比较，^a^*P*\<0.05

2．EBV感染对ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达的影响：与对照组比较，EBV阳性和阴性患者的ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达水平均较对照组降低，差异有统计学意义(*P*值均\<0.05)。EBV阳性和阴性组患者比较，PI3K mRNA表达有统计学意义(*P*\<0.05)([表3](#t03){ref-type="table"})。

三、PD-1表达对患者预后的影响

以PD-1比例21.5％为界，将患者分为高表达组(14例)和低表达组(13例)，前者较后者的EFS和OS率明显降低，且差异有统计学意义(EFS：*P*=0.029，OS：*P*=0.041)([图1](#figure1){ref-type="fig"})。

![PD-1表达(阳性率分组)对外周T/NK细胞淋巴瘤患者无事件生存(A)和总生存(B)的影响](cjh-37-10-916-g001){#figure1}

以PD-1 MFI 910为界，将患者分为高表达组(4例)和低表达组(23例)，前者较后者的EFS和OS率明显降低，且差异有统计学意义(EFS：*P*=0.000，OS：*P*=0.010)([图2](#figure2){ref-type="fig"})。

![PD-1表达(平均荧光强度分组)对外周T/NK细胞淋巴瘤患者无事件生存(A)和总生存(B)的影响](cjh-37-10-916-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

我们在本研究中发现初治PT/NKCL患者CD4^+^T细胞表面PD-1比例和MFI均较正常人明显增高；其分型中结外NK/T细胞淋巴瘤、PTCL-NOS、血管免疫母细胞淋巴瘤、T淋巴母细胞淋巴瘤、间变大细胞淋巴瘤患者CD4^+^T细胞表面PD-1表达均有不同程度增高。而皮下脂膜炎样T细胞淋巴瘤上述指标并无增高。EBV阳性的PT/NKCL患者CD4^+^T细胞表面PD-1比例和MFI增高更明显。进一步通过测定T细胞受体下游通路关键分子ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达水平来判断T细胞功能，发现与对照组相比，PT/NKCL患者T细胞功能明显降低，EBV阳性的PT/NKCL患者T细胞功能降低更明显。这与PD-1表达水平相一致。近期研究发现成人T淋巴细胞病毒-1(HTLV-1)携带者淋巴细胞表面PD-1表达增高，成人T细胞白血病／淋巴瘤(ATLL)患者淋巴细胞表面PD-1增高更明显，合并EBV感染的ATLL患者上述指标最高[@b6]。PD-1在外周T细胞淋巴瘤(血管免疫母T细胞淋巴瘤、PTCL-NOS、间变大细胞淋巴瘤和结外NK/T细胞淋巴瘤)肿瘤微环境内淋巴细胞表面表达增高，这与我们研究结果类似[@b7]--[@b8]。

PT/NKCL患者CD4^+^T细胞表面PD-1比例≥21.5％和PD-1 MFI≥910者EFS和OS率明显降低。这可能是T细胞表面PD-1表达水平越高，T细胞功能受损越严重；患者T细胞免疫功能缺陷可加重肿瘤进展或增加患者感染机率，使得患者预后更差。MacFarlane等[@b9]在对肾细胞癌患者的研究中也提到细胞表面PD-1的表达可作为疾病严重程度及预后的指标。

由于PT/NKCL发病率较低，本研究纳入样本量较少，同时随访时间也较短，最长随访时间15个月。随着研究时间的延长，可有更多的病例入组，也能延长随访时间，更好地了解PD-1表达与预后间的关系。在本研究中我们仅以T细胞受体下游通路关键分子ZAP70、PI3K、NFAT mRNA表达作为T细胞功能判断指标，今后可在蛋白水平明确上述分子表达的变化。

总之，在本研究中，我们发现PD-1在PT/NKCL患者中表达增高，且是PT/NKCL患者预后的不良因素。Lesokhin等[@b10]报道5例外周T细胞淋巴瘤患者使用抗-PD-1抗体治疗的总有效率为40%(均部分缓解)，进一步提示抗-PD-1抗体可作为今后治疗的靶点之一。
